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論 文 内 容 要
【序】
マメ科植物の多くは夜になると葉を閉じ,朝になると葉を開
く,就眠運動と呼ばれる一日周期の葉の開閉運動を行う (図1).
この運動は葉を開かせるleaf-openingfactorと葉を閉じさせる
leaf-closingfactorと呼ばれる2種の生理活性物質 (LMF:leaf
movementfactor)により制御されている.演者は就眠運動の作
用機構解明を目指 し,分子プローブを利用したLMFの標的タ
ンパク質同定を計画した.
旨
図 1 エビスグサの就眠運動
しかし,分子プローブを用いる標的タンパク質同定においてはプローブ分子の非特異的結合および標的
タンパク量の確保という2つの問題点がある.分子プローブは標的タンパク質との特異的結合に加え,静
電相互作用や疎水性相互作用に基づく非特異的結合が検出され,これらの判別は困難である.また,生物
個体を対象とする研究では,目的のタンパク質は分化した細胞のみで発現している場合が多く,脱分化し
た培養細胞は生物材料として利用できず,配列解析に必要な量のタンパク質を調整することは容易でない.
そこで,演者は,本研究においては,生物個体から得られる分化細胞より,極微量の標的タンパク質を高
選択的に標識し,効率的に精製する方法論の開発を行い,LMF標的タンパク質の同定を目指した.
【方法】
先に述べたような効率的な方法論の開発においては,プローブの生物活性とタグの性能の2点が成功の
鍵を握ると考え,以下のような指針を立てた.
a.プローブの生物活性の低下を防ぐた
めに,分子サイズを可能な限り天然物
に近づける.
b.分子認識に関わる多くの官能基を持
つサイズの大きなタグを用い,特異的
検出を可能とする.
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図2 棟的タンパク質の段階的FLAG標識化の概要
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aとbは互いに矛盾するが,標的タンパク質をまず,プローブによって小さなアジド基で標識化した後に,
サイズの大きなタグをclickchemistryによって導入する段階的標識化を用いることで,これらを両立で
きると考えた (図2).clickchemistryとはアジドとアルキンの[2+3]付加環化反応で,水中でも速やかに
進行する.タグとしては,分子生物学分野において,発現タンパク質のタグとして頻用され,その性能が
保障されているFLAGペプチド (DYKDDDDK)を用いることとした.
【結果と考察】
･イソレスペデジン酸カリウム標的タンパク質cTPLの発見
イソレスペデジン酸カリウム (1)はCassia属に対するleaf10Peningfactorである.この化合物の標的同
定を目指し,アジド基と反応性官能基としてヨードアセトアミドを導入したアジ化プローブ2とFLAG
を結合させたアルキン3をそれぞれ設計 ･合成した (図3).続いて,合成したプローブを用いて標的タ
ンパク質の標識化実験を行った.化合物 1の標的細胞である運動細胞のプロトプラストを調製し,これに
プローブ2を加えとインキュベートすることにより,標的タンパク質をアジド標識化し,続いてClick
chemistryを用いてFLAGペプチドを段階的に導入した.これをsDSIPAGEで分析した結果,細胞質画分
中の分子量83kDaのタンパク質 (CTPL;cytosolictargetproteinoflespedezate)が高選択的にFLAG標識
化された (図3).更に,CTPLのFLAG標識化は大過剰の天然物により競争的に阻害され,標的タンパ
ク質として有力であると考えられた.
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図3 イソレスペデジン酸カリウム(1)標的タンパク質cTPLの発見
･cTPLの精製
続いて,抗FLAG抗体を用いたCTPLの精製を行った.上
記の方法でFLAG標識化したCTPLを抗FLAG抗体を用いた
免疫沈降に付し,その上清と沈殿の溶出画分を分析したとこ
ろ,目的のCTPLはほとんど上清から検出された (図4).そ
こで,FLAGに代わって抗FLAG抗体に対するアフィニティー
がより強い3×FLAG (DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK)
を用いて免疫沈降法を行った.その結果,cTPLを定量的に
精製することに成功し (図4),このタンパク質の配列解析を
免疫沈将(杭FLAG抗体)回=FLAGor3メFL^占
Bandg kDa ae (%)
上兼 沈澱 上兼 沈殿
FLAG m 82 18
<1 >99
図4 FLAG,3×FLAGを用いた免疫沈降
行ったところ,5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteinemethyltransferase(MetE)と高い相同性
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を示した.
【結論】
本研究を通して,Clickchemistryを利用した標的タンパク質の段階的FLAG標識化法を開発し,イソレ
スペデジン酸カリウム (1)の標的を同定した.
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論文審査の結果の要旨
真鍋良幸提出の論文は,LMF(Leaf-movementFactor)標的タンパク質同定のために,生物個体から得
られる分化細胞より,分子プローブを用いて極微量の標的タンパク質を高選択的に標識し,効率的に精製
する方法論の開発に関するものである.このような方法論の開発においては,高い生物活性を保持したプ
ローブの設計と,高選択的な検出,効率的な精製を可能とする性能の良いFLAGタグの選択が重要であ
ると考え,clickchemist町 を用いて段階的にFLAGを導入する標的タンパク質の段階的標識化法を開発し
た.
第二章から四章で,本手法を用いてCassia属植物に対するLOFであるイソレスペデジン酸カリウムの
標的同定を行い,標的タンパク質cTPLの高選択的な検出,定量的な精製に成功し,これがMetEと高い
相同性を示すことを明らかにした.その際に用いた運動細胞は1×105個程度であり,この中からわずか1
mg程度の標的タンパク質を高選択的に標識し,定量的に精製することで配列解析を行った.一般的に,
分子プローブを用いた榛的同定においては約 lX107から1×108個程度の細胞を必要とし,非特異的結合
が少なく,回収率が高いとされる …半田ビーズ"を用いたサリドマイド槙的同定の例においても標的同定
には,約 1×106個の細胞を必要とした.筆者の開発した方法は,更に1/10程度の細胞量から標的同定を
可能としており,極めて効率的な方法であるといえる.
第五章においては,本方法をsamanea属のLCFであるジャスモン酸グルコシドの標的同定に適用した.
これにより,本方法が細胞質タンパク質および膜タンパク質の両方に適用可能であることを示した.この
ように,著者は本研究において分子プローブを用いた標的探索に広く有効な手段となり得るclickchemis-
tryを用いる段階的標識化法を開発した.
以上､本論文は､生物現象の有機化学的解明を目指す生物有機化学分野における成果であり､著者が自
立した研究者として研究活動を行うに必要な研究能力と学識を有していることを示している｡従って､真
鍋良幸提出の論文は､博士 (理学)の学位論文として合格と認める｡
-267-
